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Dosen Pembimbing : Dr. rer. nat. Ir. Maya Shovitri, M. Si. 
Abstrak 
Bawang hitam adalah bawang putih segar yang telah 
dipanaskan selama beberapa waktu sehingga berubah warna, bau 
dan juga rasanya. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
apakah bawang hitam sebagai olahan bawang putih memiliki daya 
antibakteri dengan melihat zona hambat dan pertumbuhan bakteri 
menggunakan metode difusi dan dilusi yang dimodifikasi. Hasil 
penelitian ini menunjukkan bahwa Eschericia coli (Gram -), 
Bacillus subtilis (Gram +), dan Staphylococcus aureus (Gram +) 
resisten terhadap ekstrak bawang putih dan bawang hitam, 
sedangkan Pseudomonas aeruginosa (Gram -) sensitif terhadap 
ekstrak bawang putih dan ekstrak bawang hitam. Konsentrasi 
bunuh minimum ekstrak bawang hitam terhadap E. coli adalah 
85%, S. aureus adalah 90%, dan pada P. aeruginosa serta B. 
subtilis adalah 100%. Kemudian konsentrasi bunuh minimum 
ekstrak bawang putih terhadap E. coli adalah 80%, S. aureus 
adalah 95%, dan pada P. aeruginosa serta B. subtilis adalah 
100%. 
 
 
Kata kunci: anti bakteri, bawang putih, difusi, dilusi. 
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Abstract 
The aged garlic is fresh garlic that has been heated for 
some time so it changes the colour, smell and also taste. The aim 
of this research is to find out whether aged garlic as a garlic 
processed has antibacterial agent by looking at the inhibitory zone 
and bacterial growth using diffusion method and modified dilution 
method. The results showed that Escherichia coli (Gram -), 
Bacillus subtilis (Gram +), and Staphylococcus aureus (Gram +) 
were resistant to the garlic and aged garlic extract, while 
Pseudomonas aeruginosa (Gram -) was sensitive to garlic and aged 
garlic extract. The minimum bacteriocidal concentration of aged 
garlic extract on E. coli was 85%, S. aureus was 90%, and 100% 
in P. aeruginosa and B. subtilis. Then the minimum bacteriocidal 
concentration of garlic extract on E. coli was 80%, S. aureus was 
95%, and 100% in P. aeruginosa and B. subtilis. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
1.1.  Latar Belakang 
Tanaman bawang putih (Allium sativum Linn.) adalah 
tanaman holtikultura yang memiliki banyak manfaat. Umbi 
bawang putih berguna sebagai bumbu dan obat beberapa penyakit 
seperti infeksi pernafasan dan untuk meningkatkan vitalitas tubuh 
(Pratimi, 1995). Bawang putih salah satunya digunakan pula 
sebagai antibakteri (Barnes, 2002). Ekstrak bawang putih telah 
lama diketahui memiliki aktivitas antibakteri terhadap berbagai 
bakteri patogen dalam tubuh manusia. Antibakteri dari tumbuhan 
beberapa dekade ini dikembangkan sebagai jalan alternatif obat-
obatan alami dengan efek samping minimal karena 
berkembangnya tingkat resistensi bakteri terhadap obat (Gull, 
2014). Resistensi bakteri terhadap obat terjadi karena penggunaan 
obat yang tidak sesuai dengan tingkat rasionalitas. Rasionalitas 
pemakaian obat tersebut meliputi tepat indikasi, tepat penderita, 
tepat obat, tepat dosis dan waspada efek samping obat. Pemakaian 
obat yang tidak rasional akan menyebabkan munculnya banyak 
efek samping dan mendorong munculnya bakteri resisten 
(Sutrisna, 2012). Aktivitas antibakteri dalam ekstrak bawang putih 
ini berspektrum luas, efektif terhadap bakteri Gram (+) dan juga 
Gram (-) (Majewski, 2013). Komponen utama dalam bawang putih 
yang dipercaya bertanggung jawab atas potensi antibakteri dan 
potensi terapeutik lain pada bawang putih ialah kandungan sulfur 
dalam bawang putih (Uzodike, 2005), diantaranya ialah Diallyl 
thiosulfinate (allicin) dan juga Diallyl disulfide (ajoene) (Dusica, 
2011). 
Produk olahan yang berasal dari bawang putih di beberapa 
negara seperti Cina dan Korea Selatan sudah banyak, salah satunya 
bawang hitam. Bawang hitam adalah bawang putih yang 
dihangatkan pada suhu dan kelembapan tertentu sehingga menjadi 
hitam, lunak dan sedikit terasa asam. Banyak penelitian yang 
membuktikan bawang putih mengandung zat antibakteri yaitu 
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alliin (S-allyl-cysteine sulphoxide) yang disintesis dari asam amino 
sistein (Bongiorno et al, 2008; Kemper, 2000; Odey et al, 2012 ). 
Penelitian tentang uji aktivitas antibakteri yang pernah 
dilakukan secara umum menggunakan uji difusi metode Kirby-
Bauer dan dilusi metode cair (Rahman, et al., 2009; Manoharan et 
al., 2003; Sasaki et al., 2007). Uji difusi metode Kirby-Bauer 
adalah metode uji aktifitas antibakteri menggunakan kertas cakram 
yang dijenuhkan dengan larutan uji dan hasilnya berupa zona 
hambat yang ada di sekitar kertas cakram. Uji dilusi metode cair 
adalah uji aktifitas antibakteri semi kuantitatif, yaitu dengan 
larutan uji dilarutkan ke dalam media cair, kemudian  ditanami  
bakteri uji (Davis, 1996). Bakteri uji yang dipakai pada dua metode 
ini umumnya bersifat patogen baik bakteri Gram (+) maupun Gram 
(-),  menghasilkan enterotoksin, ada yang berfili dan ada yang 
membentuk endospora yang menyebabkan infeksi dan keracunan. 
Beberapa bakteri patogen yang telah dievaluasi sensitivitasnya 
adalah Salmonella spp, Escerichia coli, Klebsiella, Micrococcus, 
Helicobacter, Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus aureus dan 
Bacillus subtilis (Bayan, 2014). Bakteri – bakteri tersebut dapat 
ditemukan pada saluran pencernaan atau berada di luar usus, pada 
bagian hidung atau pada kulit, ditemukan di tanah, air dan udara, 
serta dapat mengkontaminasi makanan (Ryan  &  Ray, 2004) 
 
1.2.  Rumusan Masalah 
Permasalahan yang akan dikaji pada penelitian ini adalah 
apakah bawang hitam memiliki zat anti bakteri berdasarkan uji 
kualitatif zona hambat. 
 
1.3.  Batasan Masalah 
a. Bakteri uji yang dipakai adalah Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, sebagai perwakilan bakteri 
Gram (-), serta Staphylococcus aureus, dan Bacillus 
subtilis sebagai perwakilan bakteri Gram (+). 
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b. Parameter kualitatif yang dipakai adalah zona hambat dari 
uji difusi Kirby-Bauer dan pertumbuhan bakteri dari uji 
dilusi padat. 
c. Zat antibakteri yang terkandung dalam bawang hitam tidak 
dianalisa. 
 
1.4.  Tujuan 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi bawang 
hitam menghasilkan zat antibakteri berdasarkan zona hambat dan 
pertumbuhan bakteri. 
 
1.5.  Manfaat 
Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan informasi 
mengenai daya antibakteri bawang hitam terhadap bakteri uji. 
Selain itu, hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah 
satu acuan penelitian maupun penulisan karya ilmiah mengenai 
daya antibakteri khususnya bawang hitam serta dapat diaplikasikan 
secara langsung pada masyarakat. 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1. Bawang Putih 
Bawang putih merupakan tanaman dari genus Allium yang 
umbinya banyak dimanfaatkan sebagai bumbu masakan dan 
pengobatan herbal yang telah digunakan oleh manusia selama lebih 
dari 7.000 tahun. Bawang putih sebenarnya berasal dari Asia 
Tengah, diantaranya Cina dan Jepang yang beriklim subtropik. 
Dari sini bawang putih menyebar ke seluruh Asia, Eropa, dan 
akhirnya ke seluruh dunia (Syamsiah dan Tajudin, 2003). 
Tanaman bawang putih adalah salah satu jenis tanaman 
sayuran umbi semusim yang tumbuh tegak sampai ketinggian 41-
84 cm, tergantung dari varietasnya. Pada varietas dataran tinggi, 
bawang putih tumbuh hingga 60 cm (Cahyono, 1994).Bawang 
putih termasuk dalam famili Liliaceae (suku bawang-bawangan) 
dan merupakan tanaman herba parenial yang membentuk umbi 
lapis. 
Tanaman ini tumbuh secara berumpun dan berdiri tegak, dan 
batang yang tampak diatas permukaan tanah adalah batang semu 
yang terdiri dari pelepah-pelepah daun. Sedangkan batang yang 
sebenarnya berada di dalam tanah. Dari pangkal batang tumbuh 
akar berbentuk serabut kecil yang banyak dengan panjang kurang 
dari 10 cm. Akar yang tumbuh pada batang pokok bersifat 
rudimeter, berfungsi sebagai alat penghisap makanan (Santoso, 
2000). Bawang putih membentuk umbi lapis berwarna putih. 
Sebuah umbi terdiri dari 8-20 siung (anak bawang). Antara siung 
satu dengan yang lainnya dipisahkan oleh kulit tipis dan liat, serta 
membentuk satu kesatuan yang kuat dan rapat. Di dalam siung 
terdapat lembaga yang dapat tumbuh menerobos pucuk siung 
menjadi tunas baru, serta daging pembungkus lembaga yang 
berfungsi sebagai pelindung sekaligus gudang persediaan 
makanan. Bagian dasar umbi pada hakikatnya adalah batang pokok 
yang mengalami rudimentasi (Santoso, 2000). 
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Bawang putih (Gambar 2.1.) umumnya tumbuh didataran 
tinggi, tetapi varietas tertentu mampu tumbuh di dataran rendah. 
Tanah yang bertekstur lempung berpasir atau lempung berdebu 
dengan pH netral menjadi media tumbuh yang baik. Lahan 
tanaman ini tidak boleh tergenang air. Suhu yang cocok untuk 
budidaya didataran tinggi berkisar antara 20°-25°C dengan curah 
hujan sekitar 1.200 – 2.400 mm pertahun, sedangkan suhu untuk 
dataran rendah berkisar atara 27°-30°C (Santoso, 2000). 
 
Gambar 2.1. Bawang Putih (Syamsiah dan Tajudin, 2003). 
 
Klasifikasi bawang putih:   
Kingdom : Plantae 
Divisio  : Magnoliophyta 
Classis  : Liliopsida  
Ordo  : Asparagales 
Famili  : Alliaceae 
Genus  : Allium 
Species  : Allium sativum  
(Kumar et al., 2010) 
 
Selain untuk dikonsumsi, umbi bawang putih dapat 
dimanfaatkan secara tradisional untuk pengobatan. Bangsa 
Sumeria telah mengenal bawang putih untuk pengobatan, sekitar 
tahun 2600–2100 SM. Sedangkan bangsa Mesir Kuno, dalam 
Codex  Ebers (1550 SM), mengenal bawang putih sebagai bahan 
ramuan untuk mempertahankan stamina tubuh para pekerja dan 
olahragawan. Orang Yahudi kuno mempelajari pemanfaatan 
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bawang putih dari Bangsa Mesir dan menyebarkannya ke 
semenanjung Arab. Bawang putih mengandung minyak atsiri, 
alliin, kalium, saltivine, diallylsulfide (PDII LIPI, 2007). Bawang 
putih mempunyai aktivitas sebagai antibakteri dan antifungi. 
Kemampuan bawang putih sebagai antibakteri didukung penelitian 
Rustama dkk. (2005) yang menyatakan bahwa bawang putih 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri gram positif dan gram 
negatif. Kemampuan bawang putih ini berasal dari zat kimia yang 
terkandung di dalam umbi. Zat kimia tersebut adalah alil sulfida 
(biasa disebut alisin) yang diduga merusak dinding sel dan 
menghambat sintesis protein. Alisin tidak terbentuk pada tanaman 
utuh bawang putih, karena pada bawang putih utuh mengandung 
aliin dan enzim alinase. Apabila bawang putih diiris atau 
dihancurkan, maka aliin akan bereaksi dengan enzim alinase 
membentuk alisin (Ankri & Mirelman, 1999). 
Bawang putih mengandung setidaknya 33 senyawa belerang, 
beberapa enzim, 17 asam amino, dan mineral seperti selenium 
(Newall, 1996). Bawang putih mengandung konsentrasi senyawa 
sulfur lebih tinggi daripada genus Allium lainnya. Senyawa sulfur 
bertanggung jawab baik untuk bau tajam bawang putih. Bawang 
putih kering bubuk mengandung sekitar 1% alliin (S-alil sistein 
sulfoksida) (Anonim, 1997). Salah satu senyawa yang paling aktif 
secara biologis adalah allicin (diallyl thiosulfinate atau diallyl 
disulfide) yang tidak ada pada bawang putih sampai dihancurkan 
atau dipotong. Kerusakan pada bawang putih mengaktifkan enzim 
allinase, yang memetabolisme alliin menjadi allicin (Block, 1985). 
Allicin selanjutnya dimetabolisme menjadi vinyldithiines. 
Kerusakan ini terjadi dalam hitungan jam pada suhu kamar dan 
dalam beberapa menit saat memasak (Blania, 1991). Allicin, yang 
pertama kali diisolasi secara kimia pada tahun 1940, memiliki efek 
antimikroba terhadap banyak virus, bakteri, jamur dan parasit 
(Bradley, 1992). Minyak bawang putih, bawang putih tua dan 
bawang putih yang disiram uap tidak mengandung sejumlah besar 
aliin atau allicin, namun mengandung berbagai produk 
transformasi allicin, tetapi tidak ada yang tampaknya memiliki 
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aktivitas fisiologis sebanyak bubuk bawang putih atau bawang 
putih segar (Block, 1985; Lawson, 1991; Miething, 1988). 
 
2.2. Bawang Hitam 
Bawang putih dapat diolah dengan cara dipanaskan pada suhu 
dan kelembapan tertentu sampai menghasilkan bawang putih yang 
berwarna hitam atau disebut Bawang Hitam (Gambar 2.2.). 
Bawang Hitam merupakan produk olahan dari bawang putih yang 
dipanaskan pada suhu 65 – 80ºC dengan kelembapan 70 – 80% dari 
suhu kamar selama satu bulan (Wang et al, 2010). Bawang Hitam 
memiliki warna hitam, ringan karena kadar airnya berkurang dan 
mempunyai aroma serta rasa yang tidak terlalu menyengat seperti 
bawang putih. Dalam bawang putih hitam, S-allylcysteine 
membantu penyerapan allicin sehingga metabolisme perlindungan 
terhadap infeksi bakteri menjadi lebih mudah (Abusufyan, 2012).  
 
 
Gambar 2.2. Bawang Hitam (Wang et al, 2010). 
 
Bawang hitam dibuat dengan cara menempatkan bawang 
putih utuh pada suhu tinggi dan dalam kelembaban tinggi, 
menyebabkan bawang putih menjadi hitam karena senyawa 
kecoklatan. Selanjutnya, Bawang Hitam tidak mengeluarkan rasa 
bawang putih yang kuat, seperti bawang putih segar. Hal ini karena 
perubahan pada senyawa allicin, yang menyebabkan bau yang 
menyengat menjadi senyawa antioksidan larut air seperti S-
allylcysteine, tetrahydro-β-carbolines, alkaloid aktif secara 
biologis, dan senyawa mirip flavonoid (Corzo, 2007). S-
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Allylcysteine dibentuk oleh katabolisme γ-glutamylcysteine dan 
menghambat kerusakan oksidatif yang terkait dengan penuaan dan 
berbagai penyakit (Collin-Gonzalez, 2012). Derivat tetrahydro-β-
carboline, yang telah diidentifikasi dalam ekstrak bawang hitam 
juga menunjukkan efek antioksidan (Yoshida, 2006). Derivat 
tetrahydro-β-carboline dibentuk oleh kondensasi antara triptofan 
dan aldehida, serupa dengan produksi asam piruvat oleh jalur allin-
allicin atau proses reaksi Maillard. Selanjutnya, beberapa 
penelitian telah melaporkan bahwa ekstrak bawang hitam memiliki 
efek antioksidan, anti-alergi, anti-diabetes, anti-inflamasi, 
hipokolesterolemik, hipolipidemia, dan anti-karsinogenik 
(Ichikawa et al, 2002). 
 
2.3. Antibakteri 
Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk 
mengendalikan pertumbuhan bakteri yang bersifat merugikan. 
Pengendalian pertumbuhan mikroorganisme bertujuan untuk 
mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi 
mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, dan mencegah 
pembusukan serta perusakan bahan oleh mikroorganisme 
(Sulistyo, 1971). Antimikrobia meliputi golongan antibakteri, 
antimikotik, dan antiviral (Ganiswara, 1995). Mekanisme 
penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri oleh senyawa 
antibakteri dapat berupa perusakan dinding sel dengan cara 
menghambat pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai 
terbentuk, perubahan permeabilitas membran sitoplasma sehingga 
menyebabkan keluarnya bahan makanan dari dalam sel, perubahan 
molekul protein dan asam nukleat, penghambatan kerja enzim, dan 
penghambatan sintesis asam nukleat dan protein. Di bidang 
farmasi, bahan antibakteri dikenal dengan nama antibiotik, yaitu 
suatu substansi kimia yang dihasilkan oleh mikroba dan dapat 
menghambat pertumbuhan mikroba lain. Senyawa antibakteri 
dapat bekerja secara bakteriostatik, bakteriosidal, dan bakteriolitik 
(Pelczar & Chan, 1988). 
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Menurut Madigan dkk. (2000), berdasarkan sifat toksisitas 
selektifnya, senyawa antibakteri mempunyai 3 macam efek 
terhadap pertumbuhan mikrobia yaitu: 
a. Bakteriostatik 
memberikan efek dengan cara menghambat pertumbuhan 
tetapi tidak membunuh. Senyawa bakterostatik seringkali 
menghambat sintesis protein atau mengikat ribosom. Hal ini 
ditunjukkan dengan penambahan antimikrobia pada kultur 
mikrobia yang berada pada fase logaritmik. Setelah penambahan 
zat antimikrobia pada fase logaritmik didapatkan jumlah sel total 
maupun jumlah sel hidup adalah tetap. 
b. Bakteriosidal 
memberikan efek dengan cara membunuh sel tetapi tidak 
terjadi lisis sel atau pecah sel. Hal ini ditunjukkan dengan 
penambahan antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada 
fase logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase 
logaritmik didapatkan jumlah sel total tetap sedangkan jumlah sel 
hidup menurun. 
c.  Bakteriolitik 
 Menyebabkan sel menjadi lisis atau pecah sel sehingga jumlah 
sel berkurang atau terjadi kekeruhan setelah penambahan 
antimikrobia. Hal ini ditunjukkan dengan penambahan 
antimikrobia pada kultur mikrobia yang berada pada fase 
logaritmik. Setelah penambahan zat antimikrobia pada fase 
logaritmik, jumlah sel total maupun jumlah sel hidup menurun. 
Mekanisme penghambatan antibakteri dapat dikelompokkan 
menjadi lima, yaitu menghambat sintesis dinding sel mikrobia, 
merusak keutuhan dinding sel mikrobia, menghambat sintesis 
protein sel mikrobia, menghambat sintesis asam nukleat, dan 
merusak asam nukleat sel mikrobia (Sulistyo, 1971). 
 
Untuk mengetahui ada atau tidaknya suatu zat anti bakteri 
didalam suatu bahan, maka perlu adanya suatu uji yang dilakukan 
untuk mengetahui hal tersebut. Pada uji ini diukur respons 
pertumbuhan populasi mikroorganisme terhadap anti bakteri. 
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Tujuan uji antibakteri  ini adalah untuk mengetahui dan 
memperoleh suatu sistem pengobatan yang efektif dan efisien. 
Terdapat 2 macam metode uji antibakteri yaitu metode difusi dan 
metode dilusi. 
 
2.3.1. Metode Difusi 
 Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering 
digunakan dalam uji antibakteri. Terdapat beberapa macam metode 
difusi yang dapat dapat dilakukan, antara lain 
a. Metode disc diffusion (tes Kirby dan Bauer) untuk 
menentukan aktivitas agen antimikroba. Piringan yang berisi 
agen antimikroba diletakkan pada media agar yang telah 
ditanami mikroorganisme yang akan berdifusi pada media 
agar tersebut. Area jernih mengindikasikan adanya hambatan 
pertumbuhan mikroorganisme oleh agen antimikroba 
permukaan media agar (Atlas, 1989). Hasil  pengukuran zona 
hambat diklasifikasikan berdasarkan Tabel 2.1. berikut: 
 
Tabel 2.1. Standar Diameter Zona Hambat menurut Prescott  (2009). 
Macam obat 
Diameter Zona Hambat (mm) 
Resisten Intermediet Sensitif 
Carbenicillin (pada Proteus spp. 
dan E. coli) 
≤17 18-22 ≥23 
Carbenicillin (pada 
Pseudomonas aeruginosa) 
≤13 14-16 ≥17 
Erythromycin ≤13 14-17 ≥18 
Penicillin G (pada 
Staphylococcus) 
≤20 21-28 ≥29 
Penicillin G (pada 
mikroorganisme yang lain) 
≤11 12-21 ≥22 
Streptomycin ≤11 12-14 ≥15 
Sulfonamida ≤12 13-16 ≥17 
 
b. Metode E-test digunakan untuk mengestimasi MIC (minimum 
inhibitory concentration) atau KHM (kadar hambat 
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minimum), yaitu konsentrasi minimal suatu agen antimikroba 
untuk dapat menghabat pertumbuhan mikroorganisme. Pada 
metode ini digunakan strip plastik yang mengandung agen 
antimikroba dari kadar terendah hingga tertinggi dan 
diletakkan permukaan media agar yang telah ditanami 
mikroorganisme. Pengamatan dilakukan pada area jernih yang 
ditimbulkannya yang menunjukkan kadar agen antimikroba 
yang menghambat pertumbuhan mikroorganisme pada media 
agar (Atlas, 1989). 
c. Metode Ditch-plate technique. Pada metode ini sampel uji 
berupa agen antimikroba yang diletakkan pada parit yang 
dibuat dengan cara memotong media agar dalam cawan petri 
pada bagian tengah secara membujur dan mikroba uji 
(maksimum 6 macam) digoreskan kearah parit yang berisi 
agen antimikroba (Atlas, 1989). 
d. Metode Cup-plate technique ini serupa dengan mitode disc 
diffusion, dimana dibuat sumur pada media agar yang telah 
ditanami dengan mikroorganisme dan pada sumur tersebut 
diberi agen antimikroba yang akan diuji (Atlas, 1989). 
e. Metode Gradient-plate technique ini konsentrasi agen 
antimikroba pada media agar secara teoretis bervariasi dari 0 
hingga maksimal. Media agar dicairkan dan larutan uji 
ditambahkan. Campuran kemudian dituang kedalam cawan 
petri dan diletakkan dalam posisi miring. Nutrisi kedua 
selanjutnya dihitung diatasnya (Atlas, 1989). 
 
2.3.2. Metode Dilusi 
Metode dilusi dibagi menjadi dua macam, yaitu dilusi cair 
(Broth dilution) dan dilusi padat (Solid dilution). 
a. Metode dilusi cair. Metode ini mengukur MIC (minimum 
inhibitory concentration atau kadar hambat minimum 
[KHM]) dan MBC (minimum bactericidal concentration atau 
kadar bunuh minimum [KBM]). Cara yang dilakukan adalah 
dengan membuat seri pengenceran agen antimikroba pada 
medium cair yang ditambahkan dengan mikroba uji dan 
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dibandingkan dengan larutan Mc Farland (Atlas, 1989). 
Larutan Mc Farland adalah larutan yang dipakai dalam 
peyetaraan konsentrasi mikroba dengan menggunakan larutan 
BaCl2 1% dan H2SO4 1%. Standar kekeruhan Mc Farland ini 
dimaksudkan untuk menggantikan perhitungan bakteri satu 
per satu dan untuk memperkirakan kepadatan sel yang akan 
digunakan pada prosedur pengujian antimikroba. Keuntungan 
dari penggunaan standar Mc Farland adalah tidak 
dibutuhkannya waktu ikubasi yang cukup untuk memperoleh 
jumlah kepadatan bakteri yang diinginkan. Sedangakan 
kerugiannya, akan terjadi perbedaan pandangan untuk menilai 
tingkat kekeruhan dari sel bakteri. Untuk menilai 
kekeruhannya dapat digunakan spektrofotometer dengan 
panjang gelombang 600 nm (setara dengan panjang 
gelombang E.coli) (Sutton, 2011). Adapun Tabel 2.2. 
menunjukkan standar Mc Farland. 
 
Tabel 2.2. Standar Mc Farland menurut Sutton (2011) 
Skala 
Mc Farland 
CFU (108/ml) 
1% BaCl2 / 1% 
H2SO4 (ml) 
Absorbansi 
0,5 150 0,05 / 9,95 0,132 
1 300 0,1 / 9,9 0,257 
2 600 0,2 / 9,8 0,451 
3 900 0,3 / 9,7 0,582 
 
Larutan uji agen antimikroba pada kadar terkecil yang terlihat 
jernih tanpa adanya pertumbuhan mikroba uji ditetapkan 
sebagai KHM. Selanjutnya dikultur ulang pada media cair 
tanpa penambahan mikroba uji ataupun agen antimikroba, dan 
diunkubasi selama 18-24 jam . media cair yang tetap terlihat 
jernih setelah inkubasi ditetapkan sebagai KBM (Atlas, 1989). 
b. Metode dilusi padat Metode ini serupa dengan metode dilusi 
cair namun menggunakan media padat (solid). Keuntungan 
metode ini adalah satu konsentrasi agen antimikroba yang 
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diuji dapat digunakan untuk menguji beberapa mikroba uji 
(Atlas, 1989). 
 
2.4. Mikroorganisme 
Mikroorganisme merupakan semua makhluk yang berukuran 
beberapa mikron atau lebih kecil lagi. Yang termasuk golongan ini 
adalah bakteri, cendawan atau jamur tingkat rendah, ragi yang 
menurut sistematik masuk golongan jamur, ganggang, hewan 
bersel satu atau protozoa, dan virus yang hanya nampak dengan 
mikroskop elektron (Dwidjoseputro, 1990). Mikroorganisme 
umumnya terdapat di mana-mana, seperti di dalam tanah, di 
lingkungan akuatik, berkisar dari aliran air sampai lautan, dan 
atmosfer (Pelczar & Chan, 1986). 
 
2.4.1. Bakteri 
Bakteri merupakan uniseluler, pada umumnya tidak 
berklorofil, ada beberapa yang fotosintetik dan produksi 
aseksualnya secara pembelahan dan bakteri mempunyai ukuran sel 
kecil dimana setiap selnya hanya dapat dilihat dengan bantuan 
mikroskop. Bakteri pada umumnya mempunyai ukuran sel 0,5-1,0 
μm kali 2,0-5,0 μm, dan terdiri dari tiga bentuk dasar yaitu bentuk 
bulat atau kokus, bentuk batang atau Bacillus, bentuk spiral 
(Dwidjoseputro,1985).  
Bakteri tumbuh dengan cara pembelahan biner satu sel 
membelah menjadi dua sel. Waktu generasi yaitu waktu yang 
dibutuhkan oleh sel untuk membelah, bervariasi tergantung dari 
spesies dan kondisi pertumbuhan. Semua bakteri yang tumbuh 
pada makanan bersifat heterotropik yaitu membutuhkan zat 
organik untuk pertumbuhannya. Dalam metabolisme bakteri 
heterotropik menggunakan protein, lemak, karbohidrat dan 
komponen makanan lainnya sebagai sumber karbon dan energi 
untuk pertumbuhannya (Fardiaz, 1989). Berikut beberapa bakteri 
yang umum ditemukan. 
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a. Escherichia coli 
   Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk 
batang pendek yang memiliki panjang sekitar 2μm, diameter 
0,7μm, lebar 0,4-0,7μm dan bersifat anaerob fakultatif. E. coli 
membentuk koloni yang bundar, cembung, dan halus dengan tepi 
yang nyata (Smith-Keary, 1988). 
E. coli (Gambar 2.3.) adalah anggota mikrobia normal usus. E. 
coli berperan penting dalam sintesis vitamin K, konversi pigmen-
pigmen empedu, asam-asam empedu dan penyerapan zat-zat 
makanan. E. coli termasuk ke dalam bakteri heterotrof yang 
memperoleh makanan berupa zat oganik dari lingkungannya 
karena tidak dapat menyusun sendiri zat organik yang 
dibutuhkannya. Zat organik diperoleh dari sisa organisme lain. 
Bakteri ini menguraikan zat organik dalam makanan menjadi zat 
anorganik, yaitu CO2, H2O, energi, dan mineral. Di dalam 
lingkungan, bakteri pembusuk ini berfungsi sebagai pengurai dan 
penyedia nutrisi bagi tumbuhan (Ganiswarna, 1995). 
 
 
Gambar 2.3 Eschericia coli (George et al., 2007). 
 
E. coli menjadi patogen jika jumlah bakteri ini dalam saluran 
pencernaan meningkat atau berada di luar usus. E. coli 
menghasilkan enterotoksin yang menyebabkan beberapa kasus 
diare. E. coli berasosiasi dengan entero patogenik menghasilkan 
enterotoksin pada sel epitel (Jawetz et al.,1995). 
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b. Staphylococcus aureus 
S. aureus adalah bakteri yang menyebabkan keracunan 
makanan dengan penyebaran yang cepat. S. Aureus biasanya 
ditemukan di tanah, air dan udara serta dapat ditemukan pada tubuh 
manusia yaitu pada bagian hidung atau pada kulit. 
S. aureus (Gambar 2.4.) adalah bakteri Gram-positif, non-spora 
yang termasuk dalam Genus Staphylococcus. Genus 
Staphylococcus terbagi menjadi 32 spesies dan subspesies S. 
aureus Menghasilkan enterotoksin staphylococcal (SE) dan 
bertanggung jawab untuk hampir semua keracunan makanan 
(Montville & Matthews, 2008). S. intermedius, Salah satu spesies 
Staphylococcus yang umumnya terkait dengan anjing dan Hewan 
lain, juga bisa menghasilkan SE dan jarang dikaitkan dengan 
keracunan makanan akibat stafilokokus (Le Loir et al., 2003). 
 
 
Gambar 2.4. Staphylococcus aureus (Noel et al., 2010). 
 
Pertumbuhan dan perkembangbiakan S. aureus tergantung pada 
sejumlah faktor lingkungan seperti suhu, kelembapan, pH, adanya 
oksigen. Parameter pertumbuhan fisik ini berbeda pada setiap 
strain S. aureus. Kisaran suhu untuk pertumbuhan S. auerus adalah 
7-48°C, dengan suhu optimum 37°C (Stewart, 2003). 
c. Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa (Gambar 2.5.) berbentuk batang 
dengan ukuran sekitar 0,6 x 2 μm. Bakteri ini terlihat sebagai 
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bakteri tunggal, berpasangan, dan terkadang membentuk rantai 
yang pendek. P. aeruginosa termasuk bakteri gram negatif. Bakteri 
ini bersifat aerob, katalase positif, oksidase positif, tidak mampu 
memfermentasi tetapi dapat mengoksidasi glukosa/karbohidrat 
lain, tidak berspora, tidak mempunyai selubung (sheat) dan 
mempunyai flagel monotrika (flagel tunggal pada kutub) sehingga 
selalu bergerak. Bakteri ini dapat tumbuh di air suling dan akan 
tumbuh dengan baik dengan adanya unsur N dan C. Suhu optimum 
untuk pertumbuhan P. aeruginosa adalah 42°C. P. aeruginosa  
mudah tumbuh pada berbagai media pembiakan karena kebutuhan 
nutrisinya sangat sederhana. Di laboratorium, medium paling 
sederhana untuk pertumbuhannya digunakan asetat (untuk karbon) 
dan ammonium sulfat (untuk nitrogen) (Boel, 2004). 
 
 
Gambar 2.5. Pseudomonas aeruginosa (Noel et al., 2010). 
 
Pseudomonas aeruginosa sering kali merupakan bakteri normal 
yang melekat pada tubuh kita dan tidak  akan  menimbulkan  
penyakit selama pertahanan tubuh normal. Karena itu, upaya 
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pencegahan yang paling baik adalah dengan menjaga daya tahan 
tubuh agar tetap tinggi (Boel, 2004). 
 
d. Bacillus subtilis 
 Bacillus subtilis (Gambar 2.6.) adalah bakteri Gram positif 
yang biasanya ditemukan di dalam tanah. Bakteri ini mempunyai 
kemampuan membentuk pertahanan diri yang kuat, dengan 
membentuk endospora yang bersifat melindungi sehingga dapat 
tahan pada kondisi lingkungan yang ekstrim (Nakano & Zuber, 
1998). Bacillus subtilis tidak secara langsung termasuk sebagai  
patogen pada manusia, bagaimanapun Bacillus subtilis dapat 
mengkontaminasi makanan tetapi tidak sampai  menyebabkan  
makanan  menjadi  beracun  (Ryan  &  Ray, 2004). Sporanya dapat 
bertahan hidup pada pemanasan ekstrim yang seringkali digunakan 
untuk memasak makanan dan juga mampu membuat produk 
pangan roti menjadi busuk atau rusak (Gielen et al., 2004). 
 
 
Gambar 2.6. B. subtilis (George et al., 2007). 
 
2.5. Ekstraksi 
Ekstraksi adalah penyarian zat-zat berkhasiat atau zat-zat 
aktif dari bagian tanaman obat, hewan dan beberapa jenis ikan 
termasuk biota laut. Zat-zat aktif terdapat di dalam sel, namun sel 
tanaman dan hewan berbeda demikian pula ketebalannya, sehingga 
diperlukan metode ekstraksi dengan pelarut tertentu dalam 
mengekstraksinya (Harbone, 1987; Dirjen POM, 1986).   
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Tujuan ekstraksi bahan alam adalah untuk menarik 
komponen kimia yang terdapat pada bahan alam. Ekstraksi ini 
didasarkan pada prinsip perpindahan massa komponen zat ke 
dalam pelarut, dimana perpindahan mulai terjadi pada lapisan antar 
muka kemudian berdifusi masuk ke dalam pelarut (Harbone, 1987; 
Dirjen POM, 1986). 
Jenis ekstraksi bahan alam yang sering dilakukan adalah 
ekstraksi secara panas dengan cara refluks dan penyulingan uap air 
dan ekstraksi secara dingin dengan cara maserasi, perkolasi dan 
alat soxhlet (Dirjen POM, 1986). 
a. Ekstraksi secara Soxhletasi 
Ekstraksi dengan cara ini pada dasarnya ekstraksi secara 
berkesinambungan. Cairan penyari dipanaskan sampai mendidih. 
Uap penyari akan naik melalui pipa samping, kemudian 
diembunkan lagi oleh pendingin tegak. Cairan penyari turun untuk 
menyari zat aktif dalam simplisia. Selanjutnya bila cairan penyari 
mencapai sifon, maka seluruh cairan akan turun ke labu alas bulat 
dan terjadi proses sirkulasi. Demikian seterusnya sampai zat aktif 
yang terdapat dalam simplisia tersari seluruhnya yang ditandai 
jernihnya cairan yang lewat pada tabung sifon (Harbone, 1987). 
b. Ekstraksi secara Perkolasi 
Perkolasi dilakukan dengan cara dibasahkan 10 bagian 
simplisia dengan derajat halus yang cocok, menggunakan 2,5 
bagian sampai 5 bagian cairan penyari dimasukkan dalam bejana 
tertutup sekurang-kurangnya 3 jam. Massa dipindahkan sedikit 
demi sedikit ke dalam perkolator, ditambahkan cairan penyari. 
Perkolator ditutup dibiarkan selama 24 jam, kemudian kran dibuka 
dengan kecepatan 1 ml permenit, sehingga simplisia tetap 
terendam. Filtrat dipindahkan ke dalam bejana, ditutup dan 
dibiarkan selama 2 hari pada tempat terlindung dari cahaya 
(Harbone, 1987). 
c. Ekstraksi secara Maserasi 
Maserasi dilakukan dengan cara memasukkan 10 bagian 
simplisia dengan derajat yang cocok ke dalam bejana, kemudian 
dituangi dengan penyari 75 bagian, ditutup dan dibiarkan selama 5 
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hari, terlindung dari cahaya sambil diaduk sekali-kali setiap hari 
lalu diperas dan ampasnya dimaserasi kembali dengan cairan 
penyari. Penyarian diakhiri setelah pelarut tidak berwarna lagi, lalu 
dipindahkan ke dalam bejana tertutup, dibiarkan pada tempat yang 
tidak bercahaya, setelah dua hari lalu endapan dipisahkan 
(Harbone, 1987). 
d. Ekstraksi secara Refluks 
Ekstraksi dengan cara ini pada dasarnya adalah ekstraksi 
berkesinambungan. Bahan yang akan diekstraksi direndam dengan 
cairan penyari dalam labu alas bulat yang dilengkapi dengan alat 
pendingin tegak, lalu dipanaskan sampai mendidih. Cairan penyari 
akan menguap, uap tersebut akan diembunkan dengan pendingin 
tegak dan akan kembali menyari zat aktif dalam simplisia tersebut, 
demikian seterusnya. Ekstraksi ini biasanya dilakukan 3 kali dan 
setiap kali diekstraksi selama 4 jam (Harbone, 1987). 
e. Ekstraksi secara Penyulingan 
Penyulingan dapat dipertimbangkan untuk menyari serbuk 
simplisia yang mengandung komponen kimia yang mempunyai 
titik didih yang tinggi pada tekanan udara normal, yang pada 
pemanasan biasanya terjadi kerusakan zat aktifnya. Untuk 
mencegah hal tersebut, maka penyari dilakukan dengan 
penyulingan (Harbone, 1987). 
 
2.6. Metode Perhitungan Sel 
Berbagai metode telah dikembangkan untuk menghitung 
jumlah mikroorganisme. Menghitung jumlah populasi 
mikroorganisme dapat ditentukan dengan beberapa cara yaitu 
perhitungan  langsung, pengukuran langsung, perhitungan tidak 
langsung, dan perkiraan tidak langsung (Brosnan, 2000).  
Haemacytometer merupakan alat yang berfungsi untuk 
menghitung sel, antara lain mikroorganisme dan sel darah, yang 
berukuran mikroskopis. Haemacytometer ditemukan oleh 
LouisCharles Malassez yang pada awalnya terdiri dari sebuah 
lapisan kaca tebal dengan lekukan persegi panjang dan terdapat 
ruangruang kamar. Ruangan tersebut diukir dengan laser grid yang 
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menggores garis secara tegak lurus (Lestienne, 2005).  
Haemacytometer dapat menghitung jumlah sel atau partikel dalam 
suatu volume cairan tertentu, sehingga dapat diketahui konsentrasi 
sel dalam cairan secara keseluruhan. Ruang hitung terdiri dari 9 
kotak besar dengan luas 1 mm² (Gambar 2.6). Menurut Freshney 
(2005), sel bakteri yang tersuspensi akan memenuhi volume ruang 
hitung sehingga didapatkan rumus perhitungan ruang R sebagai 
berikut: 
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑐𝑒𝑙𝑙 (𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠/𝑚𝑙) =  
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠 𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡𝑒𝑑 𝑥 104 𝑥 𝑑𝑖𝑙𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑆𝑞𝑢𝑎𝑟𝑒
 
 
Gambar 2.7 Haemacytometer (Martin, 2007). 
Selain cahaya, faktor perbesaran mikroskop juga 
berpengaruh (Hurrel, 2004). Haemocytometer memiliki kelemahan 
dan kelebihan pada proses penghitungan bakteri secara langsung. 
Kelebihannnya antara lain ialah cepat dalam menghasilkan data 
sehingga tidak perlu menunggu lama dalam menghitung kepadatan 
sel, serta dapat mengamati morfologi sel, mengevaluasi 
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homogenitas, dan dapat mendeteksi kontaminan. Sedangkan 
kelemahannya ialah tidak dapat membedakan antara sel yang mati 
dengan yang hidup apabila tidak menggunakan suatu larutan 
pewarna untuk membedakannya (Hurrel, 2004). 
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BAB III 
METODOLOGI 
 
3.1 Waktu dan Tempat 
 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan 
Bioteknologi Departemen Biologi Institut Teknologi Sepuluh 
Nopember mulai dari bulan Juli hingga September 2017. 
 
3.2 Pembuatan Bawang Hitam 
 Bawang putih sebanyak 2 kg dipilih yang berukuran besar, 
tidak busuk, dan masih utuh menyatu dengan siung yang lain bukan 
yang pecah. Bawang putih dibiarkan tanpa dikupas dan dibiarkan 
dalam keadaan kering dan tidak lembab. Bawang putih  sebanyak 
2 kg dibagi menjadi 2 yaitu masing-masing seberat 1 kg. Satu 
kilogram bawang putih  pertama dimasukan kedalam rice cooker 
dan ditata tidak saling tindih untuk mencegah kerusakan bentuk 
bawang hitam. Rice cooker ditutup dan diatur dalam mode keep 
warm (suhu ±70°-80°C) dan dibiarkan selama 12 hari. Setelah 12 
hari, bawang putih dikeluarkan dan dipilih bawang hitam yang 
memiliki kulit siung tidak gosong dan bawang putih didalamnya 
berwarna hitam dan kisut sehingga didapatkan bawang hitam. Satu 
kilogram bawang putih yang lain dibiarkan sebagai kontrol. 
 
3.3. Pembuatan Ekstrak Bawang Hitam 
 Ekstrak bawang hitam dibuat dengan menggunakan 
metode maserasi atau perendaman dengan beberapa modifikasi 
(Harbone, 2002). Langkah awal yang dilakukan adalah kulit 
bawang hitam dikupas dan dihaluskan menggunakan mesin 
penghalus (blender) dan dikeringkan dalam suhu ruang. Serbuk 
bawang hitam kemudian direndam dalam etanol 70% dengan 
perbandingan 1:10 (10g serbuk dalam 100ml etanol) selama 24 jam 
(Zuhrotun et al., 2010), dan kemudian disaring dengan 
menggunakan corong Buchener yang dialasi dengan kertas saring 
Whatman nomor 42. Filtrat kemudian diuapkan dengan 
menggunakan rotary evaporator di Laboratorium Unit Layanan 
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Pengujian Fakultas Farmasi Universitas Airlangga. Filtrat 
dimasukkan kedalam labu alas bulat sampel pada rotor penggerak 
dan labu destilat yang diatur sesuai titik didih air yaitu 100°C. 
Kemudian penangas air (water bath) dinyalakan yang dilanjutkan 
dengan menyalakan rotavorator dan pipa vakum. Pada suhu 
78,29°C etanol akan menguap dan dilepaskan melalui lubang 
kondensor, kemudian air dari hasil perendaman akan diuapkan dan 
dikondensasikan kembali. Filtrat hasil kondensasi disebut sebagai 
ekstrak bawang hitam dengan konsentrasi 100% (Kayaputri, 2014). 
Ekstrak bawang hitam kemudian diencerkan dengan aquades steril 
sampai diperoleh konsentrasi ekstrak 25%, 50%, 75%, dan 100%. 
Pembuatan seri konsentrasi ekstrak menggunakan perhitungan 
seperti yang dilakukan oleh Rahayu (2014) yaitu sebagai berikut: 
 
𝑉1. 𝐶1 = 𝑉2. 𝐶2 
Dimana: 
V1  = Volume ekstrak yang dibutuhkan 
C1  = Konsentrasi sebelum pengenceran 
V2  = Volume yang akan dibuat 
C2  = Konsentrasi yang akan dibuat 
 
Setelah diencerkan, ekstrak disimpan didalam botol steril 
dan disimpan didalam lemari pendingin sampai akan digunakan 
saat pengujian. 
 
3.4. Pembuatan Media dan Sterilisasi 
Media yang dibuat adalah  Nutrient Broth (NB) dan 
Nutrient  agar (NA). NB dibuat dari campuran 5g pepton; 3g 
ekstrak daging dalam 1L aquades yang diaduk dan dilarutkan 
menggunakan magnetic stirrer. Kemudian media NA dibuat dari 
komposisi media NB, tetapi ditambah 15g agar. Dengan perlakuan 
yang sama, campuran diaduk dan dipanaskan hingga larut 
(Presscot, 2002). 
Cawan Petri dan tabung  reaksi dicuci bersih lalu 
dikeringkan. Cawan Petri dibungkus dengan kertas Yellow Pages, 
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sedangkan tabung reaksi dimasukan kedalam gelas beker. 
Kemudian kertas cakram dimasukkan ke dalam cawan petri bersih 
dan di warp. Media yang telah dibuat dan  semua alat disterilisasi 
dalam autoklaf 121°C dengan tekanan 1,5 atm selama 15 menit 
(Pelczar, 2005). Setelah disterilisasi, semua alat dan bahan 
disimpan dalam Laminar Air Flow (LAF) yang  sebelumnya sudah 
disterilisasi dengan  lampu UV selama 45 menit dan dibersihkan 
dengan alkohol 70%. NA dituang ke dalam cawan Petri sebanyak 
15ml dan dipadatkan untuk digunakan saat metode difusi. 
 
3.5. Peremajaan Isolat Bakteri Uji dan Pembuatan Starter 
 Kultur murni bakteri uji (Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa, dan Bacillus subtilis) yang 
terdapat di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 
Departemen Biologi ITS masing-masing disubkultur terlebih 
dahulu dengan bertahap. Pertama sebanyak 1 ose isolat murni 
dimasukkan pada 10ml NB, kemudian diinkubasi selama 24 jam. 
Selanjutnya isolat bakteri sebanyak 2,5 ml dari 10 ml NB pertama 
dimasukkan pada 25 ml medium NB baru dan diinkubasi selama 
24 jam pada suhu 37°C. Selanjutnya sebanyak 6 ml isolat bakteri 
dimasukkan ke dalam 60 ml medium NB dan diinkubasi selama 24 
jam pada suhu 37°C. Starter yang digunakan berisi isolat bakteri 
uji dengan kepadatan sel 108 sel/ml yang dihitung menggunakan 
Haemacytometer. Starter bakteri diambil sebanyak 1 tetes dan 
diteteskan pada kotak Haemacytometer. Haemacytometer adalah 
metode perhitungan secara mikroskopis. Ruang hitung terdiri dari 
9 kotak besar dengan luas 1 mm². Satu kotak besar di tengah, dibagi 
menjadi 25 kotak sedang dengan panjang 0,05 mm. Satu kotak 
sedang dibagi lagi menjadi 16 kotak kecil. Dengan demikian satu 
kotak besar tersebut berisi 400 kotak kecil. Tebal dari ruang hitung 
ini adalah 0,1 mm. Sel bakteri yang tersuspensi akan memenuhi 
volume ruang hitung tersebut sehingga jumlah bakteri per satuan 
volume dapat diketahui (Mikapin, 2012). 
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3.6.  Metode Difusi 
Pertama, kertas saring Whatman no 42 dipotong berbentuk 
cakram dengan diameter 0,5cm. Kertas cakram tersebut kemudian 
direndam masing-masing dalam larutan ekstrak 100%, 75%, 50%, 
25%, dan 0% sampai jenuh (5 detik). Starter bakteri uji 
diinokulasikan menggunakan swab kapas pada NA padat secara 
aseptis. Kertas cakram yang telah dijenuhkan dengan masing- 
masing konsentrasi ekstrak (100%, 75%, 50%, 25%, dan 0%) 
diletakkan pada bagian atas media NA yang sudah mengandung 
bakteri uji dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. 
Perlakuan ini dilakukan sebanyak 2 kali ulangan. Area jernih  (zona 
hambat) di sekeliling cakram yang terbentuk setelah inkubasi 
diukur menggunakan jangka sorong. 
 
3.7. Metode Dilusi 
Konsentrasi ekstrak yang menunjukkan zona hambat 
terbesar pada uji difusi digunakan sebagai konsentrasi awal 
perlakuan dilusi. Metode dilusi dilakukan dalam 2 tahap  (Atlas, 
1989). Tahap pertama yaitu tabung reaksi diisi dengan starter 
bakteri uji dengan kepadatan 108sel/ml sebanyak 2ml dan ditambah 
2ml ekstrak uji pada konsentrasi terbaik pada metode difusi dengan 
beda konsentrasi sebesar 5%, kemudian diinkubasi selama 24 jam. 
Misalkan konsentrasi ekstrak 100% menunjukkan zona bening 
yang paling besar, maka dibuat interval 5% kebawah hingga 6 
tingkat yaitu 100%, 95%, 90%, 85%, 80% dan yang terakhir 75%. 
Setelah itu, biakan bakteri uji diambil sebanyak 1ose dan 
digoreskan pada NA dalam cawan Petri dan diinkubasi kembali 
selama 24 jam. Apabila tidak terjadi pertumbuhan bakteri pada 
medium, maka konsentrasi ekstrak dengan nilai terendah dianggap 
sebagai Minimum Bactericidal Concentrate (MBC) atau 
konsentrasi bunuh minimum (KBM). 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1. Zona Hambat yang Dibentuk oleh Ekstrak Bawang Hitam 
Bawang hitam dibuat dengan cara menempatkan bawang 
putih utuh pada suhu tinggi dan dalam kelembaban tinggi, 
menyebabkan bawang putih menjadi hitam. Bawang hitam tidak 
mengeluarkan rasa bawang putih yang kuat, seperti bawang putih 
segar. Hal ini karena perubahan pada senyawa allicin, yang 
menyebabkan bau yang menyengat menjadi senyawa antioksidan 
larut air seperti S-allylcysteine, tetrahydro-β-carbolines, alkaloid 
aktif secara biologis, dan senyawa mirip flavonoid (Corzo, 2007). 
Bawang hitam merupakan produk olahan dari bawang putih yang 
dipanaskan pada suhu 65º – 80ºC dengan kelembapan 70% – 80% 
dari suhu kamar selama satu bulan (Wang et al, 2010). Pembuatan 
bawang hitam sebenarnya sudah semakin canggih dan sudah 
menjadi skala industri, tetapi pembuatan bawang hitam dapat 
disederhanakan dengan menggunakan rice cooker yang diatur 
dalam mode heat yang memiliki kisaran suhu 70°-80°C selama 
kurang lebih 9 hingga 12 hari sampai didapat bawang berwarna 
hitam tetapi tidak gosong. Bawang hitam memiliki warna hitam, 
ringan karena kadar airnya berkurang dan mempunyai aroma serta 
rasa yang tidak terlalu menyengat seperti bawang putih. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan zat 
antibakteri dalam bawang hitam berdasarkan zona hambat. 
Terdapat dua cara metode uji antibakteri yaitu metode difusi dan 
metode dilusi. Masing-masing metode difusi dan dilusi memiliki 
beberapa macam metode yang bisa dilakukan (Atlas, 1989). 
Metode difusi Kirby-Bauer dan metode dilusi padat yang 
dimodifikasi dipilih sebagai metode yang dipakai dalam penelitian 
ini karena lebih mudah dan sederhana untuk dilakukan. Penelitian 
ini menggunakan bakteri uji Escherichia coli, dan Pseudomonas 
aeruginosa, sebagai perwakilan bakteri Gram (-), serta 
Staphylococcus aureus, dan Bacillus subtilis sebagai perwakilan 
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bakteri Gram (+). Kemampuan ekstrak bawang putih dan bawang 
hitam dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji menggunakan 
uji difusi terdapat pada Gambar 4.1. 
 
Gambar 4.1. Histogram Rata-Rata Diameter Zona Hambat Ekstrak 
Bawang Putih dan Bawang Hitam terhadap Bakteri Uji (mm) 
Menggunakan Metode Difusi. 
Dari Gambar 4.1. diketahui bahwa kemampuan ekstrak 
dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji berbeda-beda pada 
setiap konsentrasi. Secara umum, semakin tinggi konsentrasi 
ekstrak, semakin besar pula zona hambat yang terbentuk. Rata-rata 
kemampuan ekstrak dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji 
yang ditunjukkan dengan adanya zona hambat dengan diameter 
sebesar 0-15 mm dimana hal tersebut tergolong dalam antibakteri 
yang bersifat resisten sampai intermediate (Prescott, 2009). Uji 
difusi dilakukan untuk mengetahui nilai konsentrasi terendah 
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ekstrak yang membentuk zona hambat. Konsentrasi terendah 
tersebut disebut dengan nilai konsentrasi hambat minimum 
(KHM). 
Dari Gambar 4.1. terlihat perbedaan pengaruh ekstrak 
terhadap bakteri uji dan nilai KHM yang terbentuk. Ekstrak 
bawang putih pada konsentrasi ekstrak 25% dapat menghambat 
pertumbuhan P. aeruginosa dan B. subtilis. Pada konsentrasi 
ekstrak 50%, ekstrak bawang putih dapat menghambat 
pertumbuhan E. coli, dan pada konsentrasi ekstrak 75% dapat 
menghambat pertumbuhan S. aureus. Peningkatan nilai 
konsentrasi ekstrak bawang putih berbanding lurus dengan 
besarnya zona hambat, seiring dengan meningkatnya nilai 
konsentrasi ekstrak maka besar zona hambat semakin besar pula. 
Kemudian pada ekstrak bawang hitam dapat menghambat 
pertumbuhan P. aeruginosa pada konsentrasi ekstrak 25%. Pada 
konsentrasi ekstrak 50%, ekstrak bawang hitam dapat menghambat 
pertumbuhan E. coli, S. aureus, dan B. subtilis. Peningkatan nilai 
konsentrasi ekstrak bawang hitam berbanding lurus dengan 
besarnya zona hambat yang terbentuk, semakin meningkat 
konsentrasi ekstrak maka semakin besar pula zona hambat yang 
terbentuk. Dari uji tersebut diketahui bahwa nilai KHM pada setiap 
ekstrak pada bakeri uji memiliki nilai yang berbeda. Ukuran zona 
hambat ini tergantung kepada kecepatan difusi antibakteri, derajat 
sensitivitas mikroorganisme, dan kecepatan pertumbuhan bakteri 
(Soleha, 2015).  
Dari uji difusi ini (uji KHM) menunjukkan bahwa 
konsentrasi ekstrak 75% berpengaruh tinggi pada pertumbuhan 
bakteri uji dengan besar diameter zona hambat sebesar 5-25mm. 
Selanjutnya konsentrasi ekstrak 75% - 100% digunakan sebagai 
batasan interval untuk uji dilusi. Uji dilusi dilakukan untuk 
mendapatkan nilai konsentrasi bunuh minimum (KBM) dari 
ekstrak bawang putih maupun bawang hitam. Uji dilusi yang 
dilakukan melalui 2 tahap, yaitu tahap pertama adalah inkubasi cair 
dan tahap kedua adalah inkubasi padat pada nutrient agar (NA). 
Medium NA merupakan salah satu jenis medium kompleks yang 
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terdiri dari pepton, dan yeast ekstrak. Pepton merupakan produk 
pemecahan protein oleh enzim yang menghasilkan polipeptida 
kecil yang dapat langsung dimanfaatkan oleh mikroorganisme, 
sedangkan yeast ekstrak merupakan sumber vitamin, koenzim, dan 
nukleosida. Oleh karena itu NA banyak digunakan untuk kultivasi 
banyak jenis mikroorganisme heterotrof (Black dan Black, 2012). 
Nilai KBM pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 4.1. 
dibawah ini. 
Tabel 4.1. Nilai Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dari Ekstrak 
Bawang Putih dan Bawang Hitam terhadap Bakteri Uji. 
  Konsentrasi 
E. 
coli 
S. 
aureus 
P. 
aeruginosa 
B. 
subtilis 
K
o
n
se
n
tr
as
i 
B
u
n
u
h
 M
in
im
u
m
 
B
aw
an
g
 P
u
ti
h
 75% + + + + 
80% - + + + 
85% - + + + 
90% - + + + 
95% - - + + 
100% - - - - 
B
aw
an
g
 H
it
am
 75% + + + + 
80% + + + + 
85% - + + + 
90% - - + + 
95% - - + + 
100% - - - - 
Keterangan: (+) Bakteri uji dapat tumbuh. (-) Bakteri uji tidak dapat 
tumbuh. 
Dari Tabel 4.1 diketahui bahwa ekstrak bawang putih 
maupun bawang hitam memiliki nilai KBM yang berbeda. 
Konsentrasi bunuh minimum ekstrak bawang putih pada E. coli 
adalah konsentrasi ekstrak 80%, S. aureus pada konsentrasi ekstrak 
95%, dan KBM ekstrak bawang putih pada P. aeruginosa dan B. 
subtilis adalah 100%. Konsentrasi bunuh minimum ekstrak 
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bawang hitam pada E. coli adalah konsentrasi ekstrak 85%,  S. 
aureus pada konsentrasi ekstrak 90%, dan pada P. aeruginosa serta 
B. subtilis adalah pada konstrasi ekstrak 100%.  
Dalam melawan zat antibakteri ekstrak bawang putih dan 
bawang hitam, E. coli dan S. aureus menunjukkan hasil yang lebih 
resisten diatara bakteri uji yang lain. E. coli merupakan bakteri 
Gram (-) yang resisten terhadap sulfonamida pada konsentrasi 
tinggi. Ketahanan terhadap sulfonamida pada E. coli dapat terjadi 
akibat mutasi kromosom gen DHPS (Perreten, 2003). Aliin yang 
diduga sebagai zat antibakteri pada bawang putih dan bawang 
hitam merupakan organosulfur yang memiliki ikatan rangkap 
antara belerang (S) dan oksigen (O) seperti pada sulfonamida yang 
merupakan gugus fungsional dari gugus sulfonil dan gugus amina. 
Sedangkan S. aureus memiliki dinding sel yang sangat tebal dan 
kental dibandingkan dengan bakteri gram positif lainnya (Freeman, 
2006). Ketebalan ini membuat hampir tidak mungkin bagi banyak 
obat antibakteri memasuki sel (Freeman, 2006). Dinding selnya 
mengandung peptidoglikan dan mengandung molekul asam 
ribitoltechoic yang spesifik untuk S. aureus dan bertindak sebagai 
antigen. Asam ribitoltechoic bekerja untuk meningkatkan virulensi 
mikroorganisme (Ryan, 2004). 
Dari data yang didapat dari penelitian ini menunjukkan 
bahwa aktivitas zat antibakteri yang terkandung dalam bawang 
putih dan bawang hitam tidak memiliki perbedaan bila ditinjau dari 
parameter zona hambat dan pertumbuhan bakteri uji. Zona hambat 
yang terbentuk dan tidak adanya pertumbuhan bakteri uji pada NA 
diduga karena adanya allicin. Menurut Borhan-Mojabi et al. (2012) 
yang melakukan penelitian terhadap bawang putih menyimpulkan 
bahwa ekstrak bawang putih dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri. Hal ini disebabkan oleh zat yang bernama allicin. Allicin 
yang terkandung dalam ekstrak bawang putih memiliki aktivitas 
sebagai antibakteri dengan menghambat sintesis DNA, RNA, dan 
protein yang penting untuk pertumbuhannya (Londhe et al., 2014; 
Deresse, 2014; Benkeblia, 2014). Aliin pada bawang putih mentah 
yang dipotong atau dihancurkan akan teroksidasi secara spontan 
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menjadi allicin dan akan bertahan beberapa jam setelahnya 
(Salima, 2015). Aliin yang diduga sebagai zat antibakteri pada 
bawang putih dan bawang hitam merupakan organosulfur yang 
mirip dengan sulfonamida (Freeman, 2006). Sehingga dari uji zona 
hambat dapat diketahui seberapa besar respon bakteri uji terhadap 
ekstrak bawang putih dan bawang hitam yang diduga sebagai 
sulfonamida menurut standar zona hambat yang dilakukan oleh 
Presscot (2009) yaitu E. (Gram -), B. subtilis (Gram +), dan S. 
aureus (Gram +) resisten terhadap ekstrak bawang putih dan 
bawang hitam, sedangkan P. aeruginosa (Gram -) sensitif terhadap 
ekstrak bawang putih dan ekstrak bawang hitam. 
Namun, Choi et al. (2014) menyebutkan bahwa 
pemanasan dapat menurunkan kandungan aliin sebagai prekursor 
allicin. Bawang hitam merupakan olahan bawang putih yang 
dipanaskan selama beberapa hari (Wang et al, 2010). Park et al. 
(2014) menambahkan bahwa temperatur dan waktu pemanasan 
mempengaruhi turunnya kandungan aliin. Park et al. (2014) juga 
menganjurkan temperatur dan waktu pemanasan dilakukan pada 
suhu 40°C selama 15 hari. Dalam penelitian ini diduga aliin yang 
diduga sebagai zat antibakteri menurun karena pemanasan yang 
dilakukan saat pembuatan bawang hitam terlalu tinggi sehingga  
zona hambat yang terbentuk dan pertumbuhan bakteri uji antara 
ekstrak bawang hitam dan putih tidak menunjukkan perbedaan 
yang besar. Kesalahan pemanasan yang dilakukan terjadi karena 
pembuatan bawang hitam secara sederhana pada penelitian ini 
menggunakan alat rumah tangga yang secara umum telah dimiliki 
oleh masyarakat. Hal ini menunjukkan bahwa pembuatan bawang 
hitam dalam skala rumah tangga dengan menggunakan rice cooker 
tidak disarankan. 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 
5.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat 
disimpulkan: 
1. Eschericia coli (Gram -), Bacillus subtilis (Gram +), dan 
Staphylococcus aureus (Gram +) resisten terhadap ekstrak 
bawang putih dan bawang hitam, sedangkan Pseudomonas 
aeruginosa (Gram -) sensitif terhadap ekstrak bawang putih 
dan ekstrak bawang hitam. 
2. Konsentrasi bunuh minimum ekstrak bawang hitam terhadap 
E. coli adalah 85%, S. aureus adalah 90%, dan pada P. 
aeruginosa serta B. subtilis adalah 100%. Kemudian 
konsentrasi bunuh minimum ekstrak bawang putih terhadap 
E. coli adalah 80%, S. aureus adalah 95%, dan pada P. 
aeruginosa serta B. subtilis adalah 100%. 
5.2 Saran 
Untuk penelitian selanjutnya sebaiknya dilakukan analisa 
zat antibakteri yang terkandung pada bawang hitam, serta perlu 
dilakukan uji biokimia yang lebih mendalam. 
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“Halaman Ini Sengaja dikosongkan” 
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Lampiran 1 
HASIL PENGAMATAN KONSENTRASI HAMBAT 
MINIMUM 
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Lampiran 2 
HASIL PENGAMATAN KONSENTRASI BUNUH MINIMUM 
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Lampiran 3 
DATA UKURAN ZONA HAMBAT EKSTRAK 
Escerichia coli 
Konsentrasi 
ekstrak 
Bawang Putih Bawang Hitam 
I II 
Rata-
rata 
I II 
Rata-
rata 
0% 0 0 0,00 0 0 0,00 
25% 0 0 0,00 0 0 0,00 
50% 6 6 6,00 7 6 6,50 
75% 9 7 8,00 6 6 6,00 
100% 13 9 11,00 7 7 7,00 
 
Staphylococus aureus 
Konsentrasi 
ekstrak 
Bawang Putih Bawang Hitam 
I II 
Rata-
rata 
I II 
Rata-
rata 
0% 0 0 0,00 0 0 0,00 
25% 0 0 0,00 0 0 0,00 
50% 0 0 0,00 6,5 0 3,25 
75% 8,5 0 4,25 9 0 4,50 
100% 8 8,5 8,25 15 20 17,50 
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Pseudomonas aeruginosa 
Konsentrasi 
ekstrak 
Bawang Putih Bawang Hitam 
I II 
Rata-
rata 
I II 
Rata-
rata 
0 0 0 0,00 0 0 0,00 
25 16,5 10,5 13,50 8 7,5 7,75 
50 15,5 20 17,75 12 10 11,00 
75 18,5 19 18,75 14,5 14,5 14,50 
100 25,5 26,5 26,00 24 17,5 20,75 
 
Bacillus subtilis 
Konsentrasi 
ekstrak 
Bawang Putih Bawang Hitam 
I II 
Rata-
rata 
I II 
Rata-
rata 
0% 0 0 0,00 0 0 0,00 
25% 7 8,5 7,75 0 0 0,00 
50% 6,5 6 6,25 10,5 12,5 11,50 
75% 6 7 6,50 6 10 8,00 
100% 14,5 11,5 13,00 27,5 27,5 27,50 
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